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摘要 2020 年 的 诺 贝 尔 生 理学 或 医学 奖 授 予 了 在 发 现 丙 肝病 毒 (HCV) 方面 作出 突出 贡献 的 哈 维 :阿尔 特 
(Harvey J. Alter) 、 迈 克 尔 : 霍 顿 (Michael Houghton) 和 查尔斯 : Mi (Charles M. Rice) 。 然 而 ， 从 1989 年 
霍 顿 捕获 HCV 到 1997 年 赖 斯 证 明 HCV 能 引发 肝炎 ， 间 隔 了 8 年 时 间 。 这 看 似 一 步 之 适 的 距离 何以 耗 时 如 此 
ZA? 文章 通过 回顾 文献 ， 对 这 一 时 期 的 研究 脉络 进行 了 杭 理 ， 明 确 了 包括 赖 斯 团队 在 内 的 不 同 研究 者 对 于 
推进 HCV 相关 认识 所 作 的 具体 贡献 。 同 时 ， 针 对 研究 过 程 中 的 两 个 关键 节点 一 一 病毒 RNA 基因 组 3' 末 端的 
准确 测序 和 感染 性 分 子 克隆 的 建立 ， 文章 从 技术 储备 、 路 径 依 赖 和 目标 定位 的 角度 分 析 了 赖 斯 团队 为 何 能 
科学 研究 竞争 中 拔 得 头筹 。 
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2020 年 的 诺 贝 尔 生 理学 或 医学 奖 授予 了 在 发 
现 丙 肝病 毒 (HCV ) 方面 作出 突出 贡献 的 哈 维 : 阿 
尔 特 (Harvey J. Alter) 、 迈 克 尔 :和 霍 顿 (Michael 


Houghton ) MÆRKE 


Hi 


斯 (Charles M. Rice) 。 继 阿 


尔 特 通过 实验 排除 已 知 病原 体 ， 于 1975 年 提出 非 甲 
非 乙 型 肝炎 (NANB ) 的 假说 "， 接 着 于 1978 年 成 功 
地 将 NANB 型 肝炎 传染 给 黑猩猩 之后， 霍 顿 在 对 相 
关 病 原 体 尚 无 充分 认识 的 情况 下 ， 采 用 极为 巧妙 的 方 
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法 ， 于 1989 年 实现 了 对 该 病原 体 的 互补 脱氧 核糖 核酸 

(cDNA ) 分 子 克 隆 ， 并 将 其 命名 为 HCV™。 按 照 科 
赫 原 则 外 及 其 适用 于 病毒 性 病原 体 的 修订 站 "， 如 果 分 离 
出 的 HCV 能 够 感染 健康 个 体 ， 则 可 实现 逻辑 闭环 ， 证 
明 HCYV 与 肝炎 发 病 之 间 存 在 因果 关系 。 然 而 这 一 看 似 
VETER AY AR, AEE 1997 年 才 变 为 现实 中 。 本 文 
拟 对 这 一 时 期 的 相关 研究 进行 系统 梳理 ， 着 重 探讨 这 
一 步 之 遥 何 以 耗费 了 8 年 光阴 。 
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1 早期 的 HCV 分 子 克 隆 


在 霍 顿 之 前 ， 一 些 研究 根据 NANB 病原 体 的 
滤 过 特性 及 其 与 有 机 溶剂 的 反应 推测 该 病原 体 是 由 
Jot LEA RNA 病毒 "”， 且 不 太 可 能 采用 逆转 录 
Ty ts oe, FEW SAY CDNA 克隆 就 衍生 自 病 毒 
的 RNA 基 因 组 。 该 克隆 所 编码 的 多 肽 具有 抗原 性 ， 
能 与 患者 血清 中 的 抗体 结合 。 霍 顿 通过 对 cDNA 克 
隆 的 初步 分 析 ， 发 现 ACV 含有 单 股 正 链 RNA， 
长 度 约 10 000 nt 。 这 些 特性 表明 HCV 与 披 膜 病 
毒 科 (Togaviridae ) 及 刚刚 从 其 中 独立 出 的 黄 病 
毒 科 (Flaviviridae) 关系 密切 。 这 是 人 类 首次 捕 
获 NANB 病原 体 的 特异 性 组 分 ， 具 有 里 程 碑 式 的 意 
义 。 

然而 ， 霍 顿 的 cDNA 克隆 并 不 具有 完整 的 功能 ， 
无 法 在 体内 实现 复制 ， 也 不 能 感染 新 的 宿主 。 关 于 这 
一 点 ， 霍 顿 本 人 及 其 团队 在 后 续 的 文章 中 都 没有 正面 
提 到 ， 但 是 旁证 并 不 少 。 例 如 ， 不 少 文章 认为 HCV 感 
染 性 分 子 克隆 的 缺失 给 相关 研究 造成 了 阻碍 ”。 

感染 性 分 子 克 隆 的 缺失 可 能 是 序列 不 完整 造成 
的 。 一 方面 ， 霍 顿 团 队 取 得 突破 的 cDNA“ 克隆 5-1- 
1” 实 际 只 含有 HCV 基因 组 的 一 部 分 ， 他 们 甚至 需要 
借助 “克隆 81” 等 其 他 重 礁 克隆 (overlapping clone ) 
来 推测 完整 序列 。 另 一 方面 ， 构 建 cDNA 文库 ， 首 先 
需要 以 RNA 为 模板 逆转 录 生 成 单 链 cDNA ， 而 这 一 
道 转录 过 程 是 沿 RNA 的 3' 端 向 5' 端 方向 进行 的 。 由 
于 目标 RNA 的 序列 未 知 ， 霍 顿 只 能 采用 随机 引物 构 
E cDNA 文库 ,这 就 极 有 可 能 缺失 3' 末端 的 起 始 序 
Ril MA, 

虽然 感染 性 缺失 的 问题 没有 得 到 解决 ， 但 霍 顿 
团队 并 未 纠结 于 此 一 一 面 对 HCYV 这 片 新 发 掘 的 “ 富 
矿 ”， 手 握 当 时 世界 上 唯一 的 HCV 分 子 克 隆 ， 霍 顿 
团队 眼前 有 太 多 触手 可 及 的 成 果 。 为 避免 在 论文 发 
表 后 失去 新 颖 性 ， 他 们 在 论文 见 刊 的 前 1 年 将 长 度 达 
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到 7310nt 的 HCV 的 RNA 序 列 ( 约 占 整 个 HCV 基因 组 
的 70% ) 申请 了 欧洲 专利 。 在 同 刊 同期 发 表 的 男 一 
篇 论文 中 ， 他 们 又 从 cDNA 表达 产物 的 抗原 性 人 手 ， 
对 来 自 美国 、 日 本 和 意大利 的 NANB 型 肝炎 患者 血清 
进行 了 得 查 "'"。 这 项 研究 不 仅 为 HCV 诊断 工具 的 开发 
提供 了 和 雏形， 还 揭示 了 这 3 个 国家 NANB 患者 中 极 高 
的 HCV 抗体 阳性 率 。 学 界 由 此 掀起 一 波 筛 查 HCYV 抗 
体 的 热潮 。 这 些 研 究 表明 ， 世 界 各 地 输血 传播 
的 NANB 型 肝炎 0 ”J 和 社区 获得 的 NANB 型 肝炎 Ch) 
都 与 HCV 感染 密切 相关 。 霍 顿 据 此 提出 HCV 是 导致 
NANB 型 肝炎 的 主要 病原 体 ”1。 

事实 证 明 ， 霍 顿 团队 的 紧迫 感 颇 有 先 见 之 明 。 
20 世 纪 80 年 代 ， 日 本 天 皇 裕 仁 已 进入 考 夯 之 年 ， 伴 随 
身体 状况 的 恶化 ， 极 有 可 能 需要 手术 和 输血 。 出 于 避 
免 其 因 输血 感染 NANB 型 肝炎 等 目的 ， 日 本 医学 界 在 
肝炎 研究 方面 投入 极 大 ， 储 备 了 大 量 技术 实力 ”…。 同 
时 ， 他 们 也 不 忘 紧 盯 美 国 最 先进 的 研究 成 果 。1988 年 
底 ， 得 益 于 霍 顿 团队 尚未 见 刊 的 血清 筛 查 方法 ""， 裕 
仁 天 皇 成 为 了 世界 上 第 一 个 接受 安全 血液 制品 输血 的 
BA 19904, 日 本 国立 癌症 研究 中 心 (NCCRI ) 
利用 堆 顿 团队 公布 的 RNA 序 列 设 计 寡 聚 核 背 酸 引物 ， 
通过 逆转 录 - 聚 合 酶 链 反 应 ( RT-PCR ) ， 实 现 了 对 几 
乎 整个 HCV 基因 组 的 cDNA 分 子 克隆 中。 从 此 , 日 本 
与 美国 的 研究 齐头并进 ， 共 同 引 领 了 对 HCV 基因 组 的 


2 HCV 基因 组 的 早期 探索 


2.1 HCV 基因 组 的 基本 结构 

HCV 基因 组 的 测序 工作 从 一 开始 就 是 一 场 争 分 夺 
秒 的 比拼 。 如 上 所 述 ， 霍 顿 团 队 在 1989 年 论文 发 表 
前 ， 抢 先 将 已 知 的 序列 申请 了 专利 ;在 1989 年 的 论 
文中 ， 他 们 又 再 次 强调 完整 的 基因 组 测序 “即将 ” 完 
成 ，“ 很 快 ”会 存放 到 美国 国立 卫生 研究 院 (NIH ) 
下 属国 家 生物 技术 信息 中 心 (NCBI ) 的 GenBank 数据 
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库 中 名。 最 终 ， 他 们 在 1991 年 1 月 2 日 提交 论文 ,报告 
T HCV 的 基因 组 序列 。 

在 这 一 方面 ， 日 本 的 研究 则 颇 有 捷足先登 之 势 。 
由 于 NCCRI 的 cDNA 克隆 几乎 涵盖 了 HCV 的 整个 基 
因 组 ， 其 团队 在 1990 年 的 论文 "中 即 已 报告 了 相应 
的 序列 ， 赶 在 了 霍 顿 团队 前 面 。 而 大 阪 大 学 的 研究 
者 甚至 等 不 及 获取 相对 完整 的 cDNA 克隆， 就 直接 利 
用 片段 化 的 重 县 克隆 拼接 出 了 病毒 的 基因 组 序列 请 。 
后 者 的 研究 虽然 1991 年 才 见 刊 ， 但 实际 投稿 时 间 比 
NCCRI 还 早 11 天。 竞争 之 激烈 可 见 一 斑 。 

根据 上 述 这 些 研 究 ， 霍 顿 等 “于 1991 年 撰写 综 
述 ， 对 HCYV 基因 组 的 结构 进行 了 描述 。 该 综述 指 
H, HCV 含有 一 条 长 约 9400 nt 的 单 股 正 链 RNA。 
此 RNA 的 绝 大 部 分 序列 是 一 个 连续 的 可 读 框 
(ORF) 。 在 此 ORF 之 外 ， 病毒 RNA 在 5' 端 方向 有 
324—341 nt， 包 含 3 一 4 个 小 ORF ， 序 列 高 度 保守 ; 在 
3' 端 方向 则 是 一 段 非 编 码 序列 ， 长 度 只 有 27 一 55 nt. 
除 此 之 外 ， 霍 顿 团队 还 报告 了 一 条 位 于 3' AR i HY Ze BR 
腺 芽 酸 片段 poly(A)™。 
2.2 HCV 的 病毒 学 分 类 

上 文 提 到 ， 霍 顿 团队 从 一 开始 就 注意 到 了 HCYV 与 
披 膜 病毒 科 和 黄 病毒 科 的 亲缘 关系 。 紧 接着 ， 霍 顿 
HAP! KRK MKE NIH 下 属国 家 过 敏和 传染 
病 研究 所 (NIAID ) ”分别 开 展 研 究 ， 通 过 比 对 基因 
组 翻译 产物 的 氨基 酸 序列 ， 进 一 步 确认 HCYV 与 黄 病 毒 
科 的 黄 病 毒 属 (Flavivirus) 和 瘟病 毒 属 ( Pestivirus) 
最 为 接近 。1991 年， 国际 病毒 分 类 委员 会 (ICTV ) 将 
其 单列 为 黄 病 毒 科 下 属 的 第 3 个 病毒 属 1。 
2.3 HCV 基 因 组 的 异 质 性 

日 本 学 者 的 工作 一 方面 与 霍 顿 团队 取得 的 结果 相 
互 印 证 ， 另 一 方面 也 揭示 出 不 同 来 源 的 HCV 基因 组 存 
在 明显 的 异 质 性 。 

最 早 注意 到 这 种 异 质 性 的 是 NCCRI 的 研究 者 5 。 
1989 年 ， 他 们 根据 霍 顿 团队 公布 的 病毒 核酸 序列 设 
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计 了 多 种 引物 ， 尝 试 通过 RT-PCR 技术 对 日 本 患者 血 
奖 中 的 病毒 进行 扩 增 ,结果 发 现 只 有 从 少数 几 个 序列 
区 域 衍生 出 的 引物 能 够 实现 成 功 扩 增 。 这 说 明 衍生 自 
其 他 区 域 的 引物 与 日 本 患者 血浆 中 的 病毒 模板 并 不 匹 
配 中 。 他 们 据 此 推断 日 本 的 HCV (HCV-J ) 基因 组 与 
EMANA HCV (HCV-US ) 存在 差异 。 翌 年 ， 
NCCRI 对 来 自 不 同 患 者 的 HCV-J 进行 了 分 析 。 通 过 对 
比 其 中 长 度 为 275 nt 的 非 结 构 蛋 白 5 (NSS ) 编码 区 ， 
他 们 发 现 不 仅 HCV-J 与 HCV-US 存在 14% 一 17% 的 序 
列 差异 ,不 同 的 HCV-J 之 间 也 存在 2.5% 一 11% 的 序列 
差异 6q9。 这 意味 着 HCV 存在 不 同 的 基因 型 。 

1991 年 , 日 本 自治 医科 大 学 分 离 出 了 区 别 于 HCV- 
US 和 HCV-J 的 第 3 种 HCV EERE”; 次 年 ， 他 们 将 
当时 已 有 的 7 种 不 同 毒 株 根据 其 基因 组 在 NS2 和 
包 膜 蛋白 1 (E1) 编码 区 的 差异 分 成 了 4 种 基因 型 
( 四 分 法 ) 中 。 然 而 ， 这 种 早期 分 类 法 同年 即 被 美 
国 NIAID 更 大 规模 的 研究 推翻 。 该 研究 在 其 测序 
的 44 种 HCV 毒 株 中 发 现 了 一 些 5° 端 非 编 码 区 与 上 
述 4 种 基因 型 存在 显著 差异 的 毒 株 ""， 这 说 明 四 分 
法 的 代表 性 存在 问题 。 他 们 进一步 分 析 了 51 种 毒 
株 的 El 序列 ， 提 出 至 少 存在 12 种 不 同 的 HCV 基因 
AY), (ARE, NIAID 并 没有 拿 出 具有 普 适 性 的 基因 分 
型 标准 。 

1993 年 ， 英 国 爱丁堡 大 学 与 霍 顿 所 供职 的 英国 
希 龙 公司 (Chiron Corporation) 合作 ， 利 用 从 址 界 各 
地 采集 到 的 76 份 病 毒 样本 ， 对 HCV 的 NS5 编码 区 进 
行 了 系统 发 育 分 析 ”。 根 据 计算 结果 ， 他 们 将 系统 
进化 树 中 的 6 个 分 支 列 为 6 种 基因 型 ， 以 阿拉 伯 数 字 
表示 ; 各 个 基因 型 之 下 再 分 亚 型 ， 以 小 写 英文 字母 
表示 。 比 如 ， 霍 顿 最 初 分 离 的 HCV 基因 型 就 被 命名 
为 1a。 这 种 新 的 分 型 方法 不 仅 涵盖 了 已 知 的 各 种 基因 
型 ， 还 为 潜在 的 新 基因 型 预 留 了 扩充 的 可 能 〈 第 7 种 
基因 型 发 现 于 2015 年 ) ， 具 有 极 强 的 代表 性 ， 一 直 
沿用 至 今 。 
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这 些 早期 探索 为 此 后 更 加 深入 的 研究 莫 定 了 基 
Fili o 


3 HCV 3' 末端 的 研究 


3.1 研究 的 缘起 

在 HCV 基因 组 研究 总 体 上 持续 取得 进展 的 同时 ， 
3 未 端 研究 却 陷入 了 售 漠 。 这 是 因为 临床 样本 中 病毒 
RNA 的 含量 很 低 ， 必 须 通过 体外 逆转 录 及 扩 增 才能 进 
行 克隆 ”而 逆转 录 生 成 第 一 链 cDNA 的 过 程 ， 须 沿 模 
板 RNA 的 3' 端 向 端 方 向 进行 。 这 意味 着 ， 如 果 3' 来 
端的 起 始 序列 未 知 ， 则 无 法 设计 相应 引物 对 其 进 
逆转 录 和 扩 增 ; 而 不 进行 道 转录 和 扩 增 ， 反 过 来 又 
无 法 开展 完整 测序 。 在 这 样 的 背景 下 ， 已 探 明 的 序列 
在 3' 端 最 远 只 到 达 茶 种 多 聚 核 车 酸 片 段 ， 如 霍 顿 团队 
发 现 的 poly(A) 片段 。 霍 顿 团队 虽然 没有 十 足 的 信 
b> “Wire” E poly(A) 片段 代表 了 病毒 基因 组 的 3' 末 端 
序列 ， 但 在 提 及 该 片段 的 时 候 仍然 有 意 无 意 地 将 其 称 
为 “ 尾 ” (tail ) ""。 这 多 少 反映 出 学 界 倾向 于 认同 病 
毒 基 因 组 3' 末 端 以 多 聚 核 背 酸 片段 结尾 这 一 结论 。 


尽管 如 此 ， 还 是 有 两 支 团 队 人 敏锐 地 发 现 了 问题 。 
他 们 注意 到 ， 只 有 霍 顿 团队 报告 的 基因 组 3' 末端 是 


以 poly(A) 结尾 ， 而 其 他 研究 的 结果 都 是 以 多 上 聚 尿 
PRA EX poly(U) 结尾 ”1 以 此 为 切入 点 , 日 
本 NCCRI 的 研究 者 "与 美国 华盛顿 大 学 (圣路易斯 ) 
医学 院 的 赖 斯 团队 "几乎 同时 发 起 独立 研究 ， 采 用 两 
种 不 同 的 技术 路 径 ， 分 别 探 明 了 HCV 基因 组 3' 末 端的 
序列 。 

3.2 日 本 NCCRI 的 研究 

日 本 NCCRI 取得 的 突破 是 利用 与 HCV 基因 
组 RNA 互 补 的 负 链 RNA 实 现 的 。 

早 在 1989 年 ， 霍 顿 团队 就 在 其 论文 后 中 指出 ， 他 
们 通过 cDNA 克隆 捕获 的 HCV RNA 是 一 条 能 够 直接 
编码 蛋白 的 正 链 RNA。 参 比 与 其 同 科 的 黄 病 毒 属 ， 
可 推 想 HCV 在 其 复制 过 程 中 不 会 采用 逆转 录 方 式 增 
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殖 ， 而 是 首先 需要 以 此 正 链 RNA 为 模板 生成 与 其 互 
补 的 全 长 负 链 RNA， 之 后 再 以 此 负 链 RNA 为 模板 实 
现 正 链 的 增殖 。1991 年 ， 美 国 NIH 的 研究 者 通过 RT 
PCR 技术 首次 捕获 了 HCV 的 负 链 RNA， 证 实 了 以 上 
猜想 ”。1992 年 ,日 本 大 阪 大 学 的 研究 者 进一步 利用 
此 方法 对 不 同 组 织 来 源 的 样本 进行 了 检测 ， 发 现 只 有 
肝 组 织 样本 中 存在 负 链 RNA， 这 说 明 肝脏 是 HCV 复 
制 的 场所 m1。 
然而 ,通过 RT-PCR 捕捉 负 链 RNA 的 技术 此 时 并 
不 成 熟 ， 特 异性 很 差 一 一 即使 只 加 入 一 种 引物 ( 正 链 
或 负 链 ) ，HCYV 的 正 、 负 两 链 都 会 出 现 扩 增 。 针 对 
一 困境 ，NCCRI 于 1993 年 提出 假说 ， 指 出 问题 的 
核心 在 于 目标 RNA 模板 中 混入 了 宿主 细胞 的 RNA 片 
段 。 这 些 杂 质 会 在 逆转 录 过 程 中 充当 非特 异性 引物 ， 
使 非 目 标 链 也 得 到 逆转 录 和 扩 增 。 由 于 实际 操作 中 很 
难 排除 这 些 杂 质 ， 研 究 者 决定 在 逆转 录 之 前 ， 先 对 底 
物 中 所 有 RNA 的 3 末端 进行 化 学 修饰 ， 使 其 在 逆转 录 
过 程 中 无 法 充当 引物 ; 而 后 再 加 入 单一 引物 进行 RT- 
PCR 扩 增 。 结 果 表明 ， 这 种 方法 可 以 特异 性 地 获得 正 
链 或 负 链 的 HCV RNA。 该 研究 于 1994 FERRE, 
突破 这 一 技术 瓶颈 之 后 ，NCCRI 再 接 再 厉 
上 将 其 用 于 探索 HCV 基因 组 的 3' 末 端 序列 。HCYV 基 
PAI ZH 3' 末 端 缺失 的 主要 原因 在 于 逆转 录 生 成 cDNA 的 
过 程 存在 方向 性 。HCYV 负 链 RNA 的 发 现 完美 解决 了 
这 一 问题 : 负 链 的 碱 基 序列 与 正 链 完全 互补 ， 通 过 负 
链 序列 即 可 推 知 构成 病毒 基因 组 的 正 链 序列 ; 负 链 的 
末端 方向 与 正 链 正好 相反 ， 其 $ 末端 序列 〈 对 应 正 链 
的 3 末端 ) 在 逆转 录 过 程 中 能 够 相对 完整 地 得 到 保 


By 
o 


1995 4F, NCCRI 从 日 本 最 常见 的 lb 型 人 手 ， 
以 患者 肝 组 织 样 本 为 原料 ， 使 用 改良 的 技术 对 其 中 
的 HCV 负 链 RNA 进行 RT-PCR 扩 增 。 通 过 对 产物 
的 克隆 与 测序 ， 他 们 不 仅 确 认 了 病毒 基因 组 3' R 
端 poly(U) 的 存在 ， 还 发 现 了 某 些 克隆 在 poly(U) 下 游 
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的 其 他 序列 。 这 种 序列 最 长 可 达 98 nt。 研 究 者 将 其 命 
名 为 3 末端 的 X 尾 (the 3’ X tail)“, GFR AY 
现 刷 新 了 人 们 对 HCV 基因 组 3' 末 端的 认识 。 

1996 年 ， NCCRI 继 续 发 表 文章 后 ， 一 方面 论证 
了 义 尾 确实 是 HCV 基因 组 3' 未 端 最 下 游 的 序列 ， 另 
一 方面 也 揭示 出 这 段 高 度 保守 的 序列 在 HCV 不 同 基因 
型 中 广泛 存在 ， 可 能 在 病毒 复制 中 发 挥 作用 。 至 此 ， 
HCV 全 基因 组 序列 都 已 探 明 。 
3.3 查尔斯 . 赖 斯 的 研究 

赖 斯 出 生 于 1952 年 ，1974 年 获得 动物 学 学 士 学 
位 。1975 年 ， 他 来 到 美国 加 州 理工 学 院 ， 在 病毒 学 
家 和 詹姆斯 : 施 特 劳 斯 (James Strauss )“ 的 实验 室 学 习 
生物 化 学 。 施 特 劳 斯 当时 的 研究 领域 主要 是 RNA 病 
毒 。 在 其 影响 下 ， 赖 斯 最 初 的 工作 是 研究 披 膜 病毒 
科 辛 德比 斯 病毒 ( Sindbis virus ) 的 基因 组 结构 5 。 
1981 年 获得 生物 化 学 博士 学 位 后 ， 赖 斯 继续 留 在 施 特 
劳 斯 的 实验 室 从 事 博 士 后 研究 ， 主 要 研究 当时 同属 披 
膜 病毒 科 的 黄 热 病毒 ( yellow fever virus) 。 通 过 对 病 
毒 RNA 的 测序 ， 赖 斯 揭示 了 黄 热 病 疫苗 所 使 用 的 毒 株 
(17D ) 号 的 基因 组 序列 。 同 时 ， 他 还 发 现 黄 热 病毒 
与 其 早 前 研究 的 辛 德比 斯 病毒 存在 明显 差异 "。 这 一 
发 现 推动 了 以 黄 热 病毒 为 代表 的 黄 病 毒 科 从 披 膜 病毒 
科 中 独立 出 来 ， 成 为 一 个 新 的 病毒 分 支 。1986 年， 赖 
斯 获得 了 华盛顿 大 学 (圣路易斯 ) 医学 院 的 教 职 。 

1989 年 ， 赖 斯 利用 17D 株 的 全 长 ceDNA 在 体外 生 
成 了 具有 感染 性 的 病毒 RNA5]I。 他 在 黄 热 病 领域 取得 
的 这 项 成 就 ， 正 是 在 HCV 领域 迟 迟 没有 取得 进展 的 
研究 。 在 赖 斯 取得 突破 之 后 ， 其 他 研究 者 相继 通过 这 
种 制作 全 长 cDNA 克隆 的 方法 成 功 获取 了 黄 病毒 科 黄 
病毒 属 ”” 及 瘟病 毒 属 “其 他 病毒 的 感染 性 RNA。 
在 这 样 的 背景 下 ， 作 为 黄 病毒 科 的 第 3 个 病毒 属 ， 
HCV 的 感染 性 cDNA 克隆 的 制备 问题 变 得 愈加 紧迫 。 


GD https://www.bbe.caltech.edu/people/james-h-strauss-jr. 
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就 在 这 一 时 期 ， 赖 斯 收 到 了 来 自 美国 食品 药品 
监督 管理 局 (FDA ) 研究 员 斯 蒂 分 . 分 斯 通 〈Stephen 
Feinstone ) 的 研究 邀请 。 芬 斯 通 一 直 致力 于 病毒 性 肝 
炎 相 关 研 究 ， 也 非常 欣赏 赖 斯 “摆弄 ”RNA 病毒 的 
能 力 。 他 和 希望 赖 斯 利用 其 在 黄 热 病 毒 基 因 组 方面 的 专 
长 ， 在 黄 热 病 疫苗 毒 株 的 基础 上 开发 丙肝 疫苗 。 考 虑 
到 HCV 与 自己 之 前 研究 的 病毒 渊源 颇 深 ， 赖 斯 欣然 接 
受 了 邀请 ， 开 始 投入 到 HCV 的 分 子 生 物 学 研究 中 四。 

作为 进入 该 领域 后 的 第 一 项 工作 ， 赖 斯 首先 尝试 
的 是 复制 之 前 在 黄 热 病毒 研究 中 取得 的 成 功 ， 为 HCV 
制备 一 个 “真正 的 感染 性 分 子 克隆 ””“。 他 认为 准确 
的 测序 对 于 cDNA 克隆 转录 的 RNA 感 染 性 的 恢复 “至 
关 重 要 ”， 而 在 事 关 病毒 复制 的 3 末端 问题 上 仍然 
存在 的 poly(A) 与 poly(U) 分 此 是 非常 令 人 “震惊 ” 
的 中。 为 此 ， 赖 斯 团队 展开 了 关于 病毒 基因 组 3' 末 端 
序列 的 研究 。 

事实 证 明 ， 赖 斯 并 没有 率 负 芬 斯 通 的 信任 。 
1996 年 ， 赖 斯 在 HCV 领域 发 表 的 第 一 篇 文章 ， 即 
报告 了 包括 日 本 研究 者 所 称 X 尾 在 内 的 完整 3 末端 
序列 中。 在 这 篇 研究 中 ， 赖 斯 团队 并 没有 使 用 负 
链 RNA， 而 是 设计 了 一 段 3' 末端 阻 断 (使 其 3' 末 
端 不 可 延伸 ) 、5' 末端 磷酸 化 (从 而 可 以 连接 其 
他 RNA 的 3 末端 ) WISER IR. AINA HCV 
(基因 型 为 1a ) 的 患者 血浆 为 原料 ， 首 先 将 上 述 寡 
核 苷 酸 与 病毒 RNA 的 3 末端 连接 ， 将 病毒 的 RNA KE 
K; 然后 利用 与 赛 核 苷 酸 互补 的 引物 将 延长 后 
的 RNA 逆 转录 为 cDNA， 再 对 其 进行 测序 。 其 结果 印 
证 了 日 本 NCCRI 的 相关 发 现 。 

虽然 此 研究 涉及 的 毒 株 与 霍 顿 团队 最 初 报告 的 毒 
株 基 因 型 相同 ,但 与 其 他 研究 一 样 ， 赖 斯 团队 也 没有 
在 3' 末 端 发 现 霍 顿 团队 所 说 的 poly (A) 片 段 。 他 们 分 
析 ， 这 可 能 是 因为 霍 顿 团队 先入 为 主 地 认定 这 一 片段 
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存在 ， 进 而 强行 通过 相应 的 寡 聚 脱氧 胸 背 〈oligo dT ) 
进行 逆转 录 和 扩 增 ; 而 RT-PCR 技术 灵敏 度 极 
高 ， 因 而 抓 取 到 了 极 少量 符合 条 件 的 RNA， 但 其 并 不 
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赖 斯 团队 的 研究 与 日 本 NCCRI 的 研究 虽然 是 各 自 
独立 进行 的 ， 但 时 间 上 还 是 有 先后 。 实 际 上 ， 赖 斯 团 
队 在 撰文 的 过 程 中 已 经 注意 到 了 日 本 学 者 的 研究 。 他 
们 在 文章 中 如 实 报告 了 这 一 点 ， 并 以 日 本 的 研究 佐证 
了 自己 的 结果 。 

这 两 个 研究 的 发 起 ， 直 接 目的 都 是 为 了 辩 明 
HCV 基因 组 3' 末 端 到 底 是 poly(A) 还 是 poly(U); 但 就 
其 间接 目的 而 言 ， 二 者 却 又 不 尽 相 同 。 与 日 本 学 者 似 
乎 只 关心 3 末端 序列 这 个 具体 问题 不 同 ， 赖 斯 团队 
的 研究 从 一 开始 就 瞄准 了 更 高 的 目标 ， 亦 即 通 过 建 
立 HCV 的 感染 性 分 子 克隆 ， 筛 选 出 可 供 病 毒 体 外 培 
养 的 细胞 系 ， 进 而 为 包括 疫苗 在 内 的 后 续 研 究竟 定 基 
础 下。 因此 ， 赖 斯 等 在 文章 中 多 次 提 到 自己 团队 尚 待 
发 表 的 成 果 ， 处 处 暗示 3 末端 序列 的 探 明 只 是 一 个 阶 
段 性 的 成 果 。 这 预示 着 下 一 个 突破 已 经 呼之欲出 了 。 


4 HCV 感染 性 分 子 克隆 的 建立 


探 明 HCV 基因 组 的 3' 末 端 序列 后 ， 赖 斯 团队 随即 
制备 了 若干 全 长 的 cDNA 克隆 ， 尝 试用 这 些 克隆 转录 
的 RNA 直接 感染 黑猩猩 ( 除 人 类 以 外 唯一 已 知 的 HCV 
TWE) 。 此 前 ， 已 经 有 2 种 正 链 RNA 病毒 一 一 免 出 血 
证 病毒 (rabbit hemorrhagic disease virus ) “和 甲肝 病 
毒 (HAV ) "“， 在 实验 中 通过 肝 内 接种 RNA 的 方式 成 
功 感染 了 健康 宿主 。 赖 斯 团队 也 采用 了 这 一 方法 ,但 
是 他 们 首次 尝试 的 34 个 CDNA 克隆 ( H77 毒 株 ， 基 因 
型 为 1a ) 都 没有 能 够 引发 感染 。 

为 了 探查 失败 原因 ， 赖 斯 团队 从 相同 的 全 
长 cDNA 组 合 文库 中 再 次 抽取 了 6 个 克隆 进行 测序 ， 
确定 了 H77 毒 株 基因 组 的 共有 序列 ， 亦 即 各 个 位 点 上 
最 典型 的 碱 基 组 成 。 他 们 发 现 测序 的 6 个 克隆 里 每 个 
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克隆 都 与 共有 序列 存在 大 量 差 异 。 除 了 散发 的 碱 基 突 
变 以 外 ， 主 要 的 差异 有 3 处 : 在 包 膜 蛋白 2 (E2) 编 
码 区 ， 有 一 段 序 列 (HVR1 ) 变异 性 很 高 ; 在 基因 组 
的 5 末端 ， 很 多 克隆 比 共 有 序列 多 了 一 个 或 多 个 碱 
基 ; 在 靠近 3' 末 端的 位 置 ， 不 同 克隆 的 poly(U/UC) 片 
BR BEANS (41—133 nt) 。 赖 斯 团队 认为 ， 正 是 这 些 
差异 导致 了 肝 内 接种 感染 的 失败 。 

基于 这 些 信 息 ， 赖 斯 团队 重新 设计 了 符合 共有 
序列 的 全 长 DNA 克隆 ， 修 正 了 散发 的 碱 基 突 变 。 针 
对 三 大 主要 差异 ,他 们 在 HVR1 片段 用 每 个 位 点 上 占 
主导 地 位 的 共有 序列 蔡 代 了 原 有 的 高 变异 性 序列 ; 
在 5 末端 设计 了 5 种 序列 ， 包 括 共 有 序列 及 增加 了 G/ 
GA/GU/GC 的 4 种 序列 ; 在 3' 末 端 设 计 了 2 种 序列 ， 
包含 全 长 (133 nt) 或 中 等 长 度 (75 nt) 的 poly (U/ 
UC) 片段 。 通 过 排列 组 合 ， 他 们 制备 出 10 个 全 长 
的 cDNA 克隆 ， 再 次 尝试 肝 内 接种 其 转录 的 RNA。 结 
果 表 明 ， 黑 猩猩 接种 5' 末端 采用 共有 序列 、3' 末端 采 
用 全 长 poly(U/UC) 片段 的 组 合 后 ， 其 血液 中 能 够 探测 
到 相应 的 病毒 RNA， 其 急性 症状 体征 符合 此 前 研究 中 
关于 H77 FERRE "。 

至 此 ， 赖 斯 团队 证 明 感 染 HCV 病毒 “本 身 ”( 相 
对 于 含有 病毒 的 血浆 等 样品 ) 即 可 引发 丙肝 ; HCV 确 
实 是 丙肝 的 病原 体 。 同 时 ， 他 们 在 研究 中 为 la 基因 型 
的 HCV 建立 了 具有 感染 性 的 分 子 克 隆 ， 从 而 提供 了 稳 
定 的 、 同 质 化 的 病毒 来 源 ， 为 后 续 人 研究 一 一 包括 疫苗 
和 药物 开发 一 一 打下 了 坚实 的 基础 。 

赖 斯 团队 在 1997 年 发 表 的 里 程 碑文 章 中 详细 记 
述 了 以 上 从 失败 到 成 功 的 试 错过 程 。 在 其 文章 见 刊 
后 1 个 月 ，NIAID 也 发 表 了 相似 的 成 果 " ,但 终究 落 
后 了 一 步 。1999 年 ， 厢 斯 团队 再 次 发 表 文 章 / ， 报 
告 了 肝 内 接种 后 60 周 的 长 期 随访 结果 ， 进 一 步 确 证 
了 之 前 的 发 现 。NIAID 的 研究 者 则 继续 深入 研究 ， 相 
继 主导 了 lb" 和 2a 基因 型 、 参 与 了 3a 和 4al ”基因 
型 HCV 感染 性 分 子 克隆 的 建立 。 
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的 发 现 过 程 中 作出 的 杰出 贡 
生理 学 或 医学 奖 。 瑞 典 卡 罗 林 斯 卡 学 院 的 诺 贝尔 奖 大 
会 在 颁奖 的 新 闻 公 告 "9 中 指出 ， 赖 斯 获奖 的 主要 贡献 
在 于 证 明 HCV 病毒 本 身 即 可 引发 肝炎 。 


5 结语 


2020 年 ， 赖 斯 与 阿尔 特 、 霍 顿 一 道 ， 凭 借 在 HCV 
\， 分 享 了 当年 的 诺 贝尔 


赖 斯 的 功绩 自然 不 容 置 疑 ， 但 纵 观 这 一 时 期 的 研 


究 脉络 ， 日 本 NCCRI 与 美国 NIAID 的 人 研究 者 同样 厥 功 
至 伟 ， 甚 至 一 度 处 于 领先 地 位 ; 而 且 假使 没有 赖 斯 的 
加 入 ， 他 们 实际 上 也 可 以 完成 相应 的 工作 。 相 对 于 这 
两 支 在 HCV 领域 耕 故 多 年 的 队伍 ， 


“半路 出 家 ”的 赖 


斯 团队 后 发 而 先 至 ， 在 关键 节点 上 快 人 一 步 ， 最 终 搞 


得 了 诺 贝尔 奖 的 桂冠 。 个 中 原因 ， 从 人 的 角度 来 看 ， 
或 可 从 以 下 3 点 进行 分 析 。 


(1) 技术 储备 。 虽 然 赖 斯 并 非 从 一 开始 就 从 


事 HCV 领域 的 研究 ， 但 其 早期 的 研究 领域 与 HCV 非 
常 相 关 。 他 针对 黄 热 病毒 进行 的 研究 ， 特 别 是 利用 全 
长 cDNA 在 体外 生成 具有 感染 性 的 病毒 RNA ， 对 于 黄 
病毒 科 来 说 是 开创 性 的 工作 ， 这 为 他 后 来 转战 HCV 领 
域 的 相似 课题 提供 了 技术 储备 。 


(2) 路 径 依赖 。 由 于 在 黄 热 病毒 研究 中 取得 的 


成 功 ， 赖 斯 在 面 对 新 的 RNA 病毒 (如 HCV ) AY, 
很 可 能 形成 了 一 种 从 “全 基因 组 测序 ”， 到 “全 
长 cDNA”， 再 到 “感染 性 分 子 殉 隆 ” 的 路 径 依赖 。 
虽然 路 径 依赖 本 身 的 利 束 很 难 一 概 而 论 ， 但 在 这 个 案 
例 中 ， 其 作用 是 积极 的 。 正 是 由 于 路 径 依赖 ， 赖 斯 节 
约 了 大 量 的 决策 时 间 ， 在 新 的 领域 中 快速 地 找到 了 研 
究 的 进 路 。 


(3) 目标 定位 。 目 标定 位 也 在 科学 研究 的 竞争 


中 发 挥 着 关键 作用 。 以 本 案例 中 的 3’ 末端 问 题 为 例 ， 
日 本 NCCRI 的 团队 视 之 为 目的 ， 而 赖 斯 团队 则 视 之 
为 手段 。 正 是 因为 这 种 目标 定位 的 不 同 ， 一 开始 落后 
整整 3 个 月 ( 以 投稿 日 期 计算 ) 的 赖 其 


团队 才能 后 来 
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居 上 。 


“时 也 、 运 也 、 


即便 如 此 ， 我 们 仍然 不 得 不 感叹 科学 研究 中 的 
命 也 ” HATE MÆ BU UT a 


“一 步 之 还， 八 年 光阴 ”， 而 从 其 他 团队 到 赖 斯 团队 
则 是 “一 步 之 差 ， 天壤 之 别 ”。 


FEE 


从 阿尔 特 提出 NANB 的 假说 ， 到 霍 顿 捕获 HCV , 
证 明 HCV 是 导致 NANB 型 肝炎 的 病原 体 ， 以 


这 3 人 为 代表 的 科学 家 群体 通过 共同 努力 ， 使 得 丙肝 
最 终 被 人 类 所 认 知 。 这 为 血液 检测 方法 和 抗 HCV FE e 
药物 的 研发 奠定 了 基础 ， 也 为 挽救 众多 丙肝 患者 的 生 
命 作出 了 贡献 。 
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Abstract The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2020 was awarded jointly to Harvey J. Alter, Michael Houghton, and Charles M. 


Rice for their contributions in the discovery of hepatitis C virus (HCV). However, eight years lapsed between Houghton hunting down 


the virus in 1989 and Rice proving HCV alone could cause hepatitis in 1997. How did this seemingly low-hanging fruit turn out to take 


so long? We reviewed literature to piece together studies during those years, and determined contributions by different groups (Rice’s 


group included). Through a close look into its performance at two milestones (determining the 3'-terminal sequence of HCV genome 
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RNA and constructing an infectious molecular clone), we analyzed, from dimensions of technology stack, path dependence, and goal 
setting, why Rice’s group leapfrogged its competitive peers. 


Keywords hepatitis C virus (HCV), cDNA clone, Koch’s postulates, scientific research, the Nobel Prize, history of natural science 
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